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RESUMO: 
O exercício físico modula o sistema renina angiotensina (SRA), que tem um 
importante papel na fisiologia cardíaca, especialmente na promoção da 
hipertrofia cardíaca. O SRA pode ser dividido em dois eixos principais: o eixo 
clássico – representado pelo receptor AT1 (AT1R) ativado pela angiotensina II 
(ANG II) – e o eixo alternativo – que é ativado pela interação da angiotensina 1-
7 (ANG 1-7) com o receptor MAS (MASR). O balanço entre os eixos do SRA 
pode determinar um remodelamento cardíaco fisiológico ou patológico. Estudos 
têm demonstrado que altos volumes de exercício físico podem desencadear 
possíveis efeitos deletérios ao sistema cardiovascular. Neste contexto, nosso 
objetivo foi avaliar a hipertrofia cardíaca, o eixo clássico e o eixo alternativo do 
SRA no miocárdio de camundongos submetidos a variados volumes e 
intensidades de treinamento em natação. Para tal, camundongos balb/c foram 
divididos em três grupos: (I) sedentário (SED), (II) treinados 2x ao dia (T2) sem 
sobrecarga e (III) treinado 3x ao dia com sobrecarga de 2% do peso corporal 
(T3), totalizando 6 semanas de treinamento efetivo. Ambos os grupos treinados 
desenvolveram hipertrofia cardíaca, sem diferença nos níveis de fibrose. 
Bioquimicamente, observamos um aumento nos níveis do receptor MASR 
somente no grupo T2, enquanto que os níveis de AT1R aumentaram somente 
no grupo T3. Contudo, não foi observada alteração na concentração dos 
peptídeos ANGI, ANGII e ANG 1-7 no tecido cardíaco entre os grupos. Além do 
mais, o grupo T3 demonstrou um aumento na expressão de miosina de cadeia 
pesada- β em comparação ao grupo SED e redução da expressão da isoforma-
α em relação ao grupo T2. Em conclusão, nossos resultados sugerem que 
ambos os protocolos de exercício promoveram uma hipertrofia cardíaca 
semelhante, mas o protocolo com maior volume e intensidade promoveu uma 
ativação diferencial dos receptores do SRA e reativação de genes fetais. 
Estudos que avaliem protocolos com maior duração são necessários para 
esclarecer se estas mudanças representam uma ativação precoce dos 
mecanismos relatados para o desenvolvimento de um fenótipo com 
características patológicas. 
Palavras-chaves: sistema renina angiotensina, hipertrofia cardíaca, exercício. 
  
ABSTRACT 
Exercise promotes physiological cardiac hypertrophy and induces the activation 
of the renin angiotensin system (RAS), which plays an important role in cardiac 
physiology, both through the classical axis – represented by the angiotensin II 
receptor type 1 (AT1) activated by angiotensin II (ANG II) – and the alternative 
axis – which is activated by the angiotensin 1-7 interaction with the MAS 
receptor. However, very intense exercise protocols could have deleterious 
effects on the cardiovascular system. In this context, we aimed to analyze the 
cardiac hypertrophy phenotype, as well as the classical (ANGII/AT1) and 
alternative (ANG1-7/MAS) RAS axes, in the myocardium of mice submitted to 
varying volume and intensity swimming exercises for the development of 
cardiac hypertrophy. To this end, male balb/c mice were divided into three 
groups: (I) sedentary (SED), (II) swimming twice a day (T2) without overload, 
and (III) swimming three times a day with a 2% body weight overload (T3), 
totaling six weeks of training. Both training groups developed cardiac 
hypertrophy. Interestingly, we observed an increase in MAS receptor levels only 
in group T2, while AT1 levels increased only in group T3. However, no change 
was observed regarding the levels of angiotensin peptides ANG-I, ANG-II, and 
ANG1-7, in either group. In addition, group T3 displayed a higher expression of 
myosin heavy chain-β (MHC-β) and lower expression levels of the alpha isoform 
(MHC-α). Fibrosis was not observed in any of the groups. In conclusion, our 
results suggest that both exercise protocols promoted a similar cardiac 
hypertrophy phenotype, but the protocol applying increased volume and 
intensity resulted in differential activation of RAS receptors and fetal gene 
reactivation. Studies applying longer duration protocols could elucidate if these 
changes represent early activation of mechanisms related to hypertrophy 
development with phenotypic pathological characteristics. 
 
KEYWORDS: renin angiotensin system, cardiac hypertrophy, exercise. 
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APRESENTAÇÃO 
 
A presente dissertação de mestrado está organizada em três partes principais, 
descritas abaixo: 
 
• Parte I: Introdução, justificativa, hipótese e objetivos 
• Parte II: Resultados apresentados na forma de um artigo científico, em 
substituição às seções de Material e Métodos e Resultados; 
• Parte III: Discussão, Conclusões e Perspectivas. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Hipertrofia Cardíaca 
 
A Hipertrofia Cardíaca se caracteriza pelo incremento da massa do 
coração devido a estímulos mecânicos, como a sobrecarga de pressão e 
volume, impostos ao órgão [1, 3, 4] em consequência a um aumento na demanda 
de oxigênio e nutrientes pelos tecidos periféricos. No intuito de melhorar a 
função cardíaca, uma série de adaptações ocorrem no coração, em um 
processo denominado como remodelamento cardíaco [5], que se caracteriza por 
alterações estruturais, funcionais, metabólicas, bioquímicas e moleculares [6]. 
A hipertrofia cardíaca está associada a diversas doenças 
cardiovasculares agravando distúrbios de ritmo, aumento de tecido fibrótico, 
déficit de relaxamento, redução da fração de encurtamento e, como 
consequência o estabelecimento da insuficiência cardíaca [7], que é a principal 
causa de morte devido a complicações cardiovasculares. Atualmente, a 
insuficiência cardíaca acomete em torno de 38 milhões de pessoas em todo o 
mundo [8-10]. Portanto, entender os mecanismos que levam a progressão desta 
patologia é de primordial importância para a saúde pública.  
O tipo e o grau de transformações que ocorrerão durante o 
remodelamento cardíaco irá variar em função do tipo de estímulo ao qual o 
coração é submetido. Por exemplo, quando ocorre sobrecarga de pressão, as 
paredes das câmaras cardíacas aumentam em espessura [11], devido à adição 
de sarcômeros em paralelo [6], o que caracteriza uma hipertrofia concêntrica [12]. 
Já quando o estímulo é por sobrecarga de volume, as câmaras cardíacas 
tendem a dilatar e o remodelamento ocorre por adição de sarcômeros em série 
[6, 7]. Quando essas mudanças promovem perda de função cardíaca, esta é 
denominada hipertrofia cardíaca patológica [1, 7] (Figura 1). No entanto, uma 
questão que ainda está em debate sobre a biologia cardíaca é como funcionam 
as diferentes vias de sinalização envolvidas no desenvolvimento da hipertrofia 
cardíaca fisiológica e patológica [13]. 
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Figura 1 – Representação esquemática da hipertrofia cardíaca fisiológica e 
patológica [1]. 
 
1.1.1. Hipertrofia Cardíaca Fisiológica 
 
A hipertrofia cardíaca fisiológica pode ser causada por diferentes 
estímulos como a gestação, crescimento e o exercício físico [14]. 
Os benefícios do exercício físico ao sistema cardiovascular são 
conhecidos e constantemente debatidos em mídias de massa e por mídias 
especializadas. Diversos estudos científicos têm focado na utilização de 
animais - principalmente modelos murinos – para o desenvolvimento de uma 
hipertrofia cardíaca fisiológica. A utilização de modelos murinos é vantajosa, 
devido à rápida reprodução e maturação dos animais, além de apresentarem 
uma estrutura cardíaca e um padrão de crescimento cardíaco similares ao 
coração humano [15, 16]. 
As principais modalidades de exercícios utilizadas em estudos de 
hipertrofia cardíaca fisiológica em animais são: (I) exercício forçado em esteira 
[17-24], (II) exercício em natação forçado [25-27] e (III) exercício voluntário [28-30], 
19 
 
que podem ainda ter variações no tempo das sessões de treinamento (volume 
de treinamento) e/ou incremento de carga (intensidade de treinamento).  
Didaticamente, os tipos de exercícios podem ser classificados em 
termos mecânicos (dinâmicos e estáticos) e metabólicos (aeróbios e 
anaeróbios). O exercício dinâmico resulta em movimento muscular, por outro 
lado, o exercício estático resulta em nenhum movimento. A classificação 
metabólica refere-se principalmente à disponibilidade de oxigênio para o 
processo de contração e inclui os processos aeróbio (oxigênio disponível) ou 
anaeróbio (sem oxigênio). A maioria dos exercícios envolvem uma combinação 
de contrações dinâmicas e estáticas, bem como dos metabolismos aeróbio e 
anaeróbio [31]. 
Exercícios de predominância aeróbia exercem uma sobrecarga 
volumétrica ao sistema cardiovascular, desencadeando uma hipertrofia com 
característica excêntrica [32, 33]. Neste cenário, cronicamente ocorre um 
aumento do volume sistólico e uma redução da frequência cardíaca de repouso 
[34]. Em contrapartida, exercícios de predominância anaeróbia exercem uma 
sobrecarga de pressão ao sistema, desencadeando uma hipertrofia com 
característica concêntrica sem redução da cavidade interna na diástole, assim 
aumentando a força de contração e função [32] [33].  
Metabolicamente, o desenvolvimento da hipertrofia fisiológica promove a 
indução de genes de rotas lipogênicas - como as vias da AMPK e PPAR-α - 
que melhoram a taxa de oxidação dos ácidos graxos, da glicose e promovem 
aumento da biogênese mitocondrial [35-37]. Desta forma, o aumento de produção 
de energia cria um ambiente propício para a melhora da contratilidade ao 
melhorar a capacidade de reabsorção de cálcio pelo retículo sarcoplasmático 
por meio da Ca+2/ATPase SERCA2. Além disso, a síntese de sarcômeros para 
o remodelamento sarcomérico também melhorará a contratilidade cardíaca [6]. 
Estruturalmente, a hipertrofia cardíaca fisiológica se caracteriza pelo 
aumento do diâmetro dos cardiomiócitos com remodelamento de sarcomêros e 
aumento da angiogênese, a matriz extracelular mantém função mecânica 
coordenada, com prevalência de fibras rápidas - miosina de cadeia alfa (MHC-
α) – e sem formação de tecido fibrótico [5, 37]. Evidências sugerem que este 
processo é controlado pela ativação da fosfoinositol 3-fosfato cinase (PI3K) [13], 
[38] [39] [37]. 
20 
 
A ação da PI3K parece ser crucial na diferenciação da hipertrofia 
fisiológica da patológica, como demonstrado por Shioi e cols., no qual um 
modelo transgênico que expressa a isoforma p110-α da enzima PI3K com 
atividade enzimática mais alta teve aumento de 20% no índice de hipertrofia 
cardíaca (HW/BW), sem fibrose ou desarranjo do miocárdio e com função 
cardíaca preservada[40]. Por outro lado, modelos transgênicos negativos da 
mesma enzima desenvolvem hipertrofia patológica quando submetidos à 
constrição aórtica, mas não desenvolvem hipertrofia quando submetidos a 
protocolos de exercício de natação[13]. 
 
1.1.2. Hipertrofia Cardíaca Patológica 
 
A hipertrofia cardíaca patológica ocorre por uma sobrecarga persistente 
de pressão ou volume que podem ser desencadeada por diversas patologias 
cardiovasculares, como a hipertensão arterial sistêmica (HAS), as doenças 
valvulares, o infarto agudo do miocárdio (IAM) ou anormalidades que levam às 
cardiomiopatias [6, 41].  
Durante o início do remodelamento hipertrófico, a função cardíaca se 
mantém normal, uma etapa descrita como fase adaptativa. Posteriormente, há 
uma transição da fase adaptativa para a fase mal adaptativa, acarretando 
prejuízos à função cardíaca [7]. 
Estruturalmente, a hipertrofia cardíaca patológica se desenvolve com 
perda de cardiomiócitos [42], que disparam mecanismos pró-inflamatórios e pró-
fibróticos devido a maior infiltração de fibroblastos, macrófagos e linfócitos e, 
consequentemente ocorre aumento de tecido fibrótico[43],[44]. O excesso de 
fibrose irá reduzir a complacência do músculo cardíaco com a perda do 
relaxamento e força de contração, prejuízo na condução elétrica e redução da 
densidade capilar [45] [6]. 
Além das alterações estruturais e funcionais são observadas mudanças 
no perfil metabólico, bioquímico e molecular. O consumo e produção de 
energia sofrem alterações no perfil patológico. Por exemplo, um coração sadio 
de 60-90% de sua fonte de energética é derivada de ácidos graxos e 10-40% 
da glicose e lactato [44, 46]. No cenário patológico ocorre uma redução da 
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utilização da via metabólica dos ácidos graxos [47] e predominância da via 
glicolítica [48-50]. Essa mudança metabólica pode ser associada a uma disfunção 
mitocondrial, principalmente pela diminuição da expressão de proteínas 
envolvidas na biogênese mitocondrial, como o co-ativador do PPARɣ 1-α 
(PGC1-α), o fator de transcrição mitocondrial A (Tfam A) e o fator de 
respiratório nuclear 1 (NRF-1). Outra hipótese associada à mudança 
metabólica é a reativação de genes fetais, já que o metabolismo dos 
cardiomiócitos utilizam preferencialmente as rotas glicolíticas, ocorreria 
diminuição na expressão de proteínas envolvidas na oxidação dos ácidos 
graxos e aumento de expressão daquelas envolvidas na via glicolítica [44, 49, 51-
53].  
A hipótese de mudança metabólica estar associada à reativação de 
genes fetais é mais factível, pois observa-se também um aumento na 
expressão de miosina de cadeia pesada-β (MHC-β), a qual está associada à 
redução de contratilidade miocárdica e a redução da miosina de cadeia 
pesada-α (MHC-α) responsáveis por uma maior eficiência contrátil. Uma 
redução na razão MHC-α/ MHC-β é associada com a hipertrofia cardíaca[3, 6]. 
Além disso, outros importantes marcadores da reprogramação de genes fetais 
que estão com a expressão aumentada são a α-actina esquelética (altamente 
expressa no período fetal) que está associada com a disfunção cardíaca, o 
peptídeo natriurético atrial e cerebral (ANP e BNP) - que são hormônios 
secretados com o aumento do estresse cardíaco [44, 54]. 
Apesar do exercício físico estar associado à hipertrofia cardíaca 
fisiológica, existe um debate sobre os possíveis efeitos deletérios do exercício 
de longa duração, que poderiam aumentar o risco de fibrilação atrial e 
desenvolvimento de hipertrofia cardíaca com fibrose miocárdica e progressão 
para cardiomiopatias [55]. Benito et al., demonstrou que ratos submetidos ao 
treinamento em esteira durante 16 semanas desenvolveram hipertrofia 
cardíaca do ventrículo esquerdo, disfunção diastólica e fibrose no átrio e 
ventrículo direito., também, taquicardia ventricular durante o teste 
eletrofisiológico em 42% dos animais treinados[56].  
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1.2. Sistema Renina Angiotensina e a hipertrofia cardíaca 
 
Compreender os mecanismos moleculares que permitem o crescimento 
do coração em resposta a um determinado estímulo, mantendo sua função 
fisiológica, é de grande interesse clínico/científico, pois pode apontar potenciais 
alvos terapêuticos para inibir a hipertrofia patológica [13]. 
Neste contexto, o estudo do sistema renina-angiotensina (RAS) é de 
grande interesse. O RAS é um sistema peptidérgico que pode ser, 
didaticamente, é dividido em dois braços principais: a via clássica – composta 
pelo peptídeo da angiotensia II (ANGII) e o receptor AT1 – e a via alternativa – 
composta pela angiotensina 1-7 (ANG1-7) e o receptor MAS [2] (Figura 2). 
 
 
Figura 2: Representação esquemática do SRA [2]. 
 
A ativação da via clássica do SRA ocorre pela hidrólise do 
angiotensinogênio pela enzima renina formando um decapeptídeo, a 
angiotensina I (ANG-I). Posteriormente, a ANG-I é clivada pela enzima 
conversora de angiotensina (ECAI), formando o octapeptídeo ativo ANG-II, que 
ao se ligar no receptor AT1 desencadeará uma série de efeitos incluindo 
elevação da pressão arterial, estimulação da síntese e liberação de 
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aldosterona, indução da sede e apetite por sal [57] vasoconstrição, fibrose, 
proliferação celular e inflamação [2]. 
Já a via alternativa pode ser ativada por três mecanismos: (I) pela ação 
enzimática da neprilisina sobre a ANGI removendo três aminoácidos; (II) por 
meia da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) que irá clivar a ANGI em 
Angiotensina 1-9 (ANG1-9) e posteriormente a ECA cliva a ANG1-9, formando 
a ANG1-7; e (III) pela ação da ECA2 sobre a ANGII formando a ANG1-7. O 
heptapeptídeo ANG1-7, se ligará ao MAS estimulando uma série de efeitos 
englobando vasodilatação, ação antifibrótica, antiproliferativa e anti-inflamatória 
[2]. 
Logo de sua descoberta, conhecia-se apenas a função sistêmica do 
RAS no controle do equilíbrio hídrico. Contudo, esta percepção foi desafiada 
por diversos estudos que mostraram que diferentes tecidos eram capazes de 
sintetizar os principais componentes do RAS [58, 59], incluindo coração [58, 60, 61], 
rim [62], vasculatura [62], pâncreas [59, 63], retina [64, 65], cérebro [59, 66] e outros [67]. 
Esta ação local tem encorajado a comunidade científica a investigar 
profundamente o RAS em tecidos específicos.  
Uma atenção especial tem sido dada à participação do RAS no tecido 
cardíaco, isso por que a concentração de ANGI e ANGII no coração é maior do 
que aquela observada no plasma [59, 68, 69]. Deste então, diversos estudos foram 
conduzidos para avaliar os efeitos do RAS sobre o tecido cardíaco.  
No início da década de 1990 foi demonstrado que em cultura de células, 
o tratamento com ANG-II promovia crescimento dos cardiomiócitos e 
proliferação de fibroblastos [70]. Estes dados indicaram que a ANG-II teria 
importante participação no desenvolvimento da hipertrofia cardíaca patológica 
e que está ação era mediada pelo receptor da angiotensina II (AT1) causando 
uma indução imediata dos genes (c-fos, c-jun, jun B, Egr-1, and c-myc) e 
expressão de genes fetais ANP e α-actina esquelética (α-actina) [70].  
O AT1 é um receptor acoplado à proteína G com sete domínios 
transmembrana. No entanto, sua ativação pode ocorrer por dois mecanismos 
principais: (I) em resposta à ligação da ANGII ou (II) em resposta a um estresse 
mecânico, que parece provocar uma cascata por vias ativadas pela β-arrestina 
(independente de proteína G), principalmente por meio de proteínas tirosina 
cinases (Src) e PI3Kα. Uma rota fortemente associada à hipertrofia fisiológica, 
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enquanto que a sinalização promovida pela ligação da ANGII parece ativar a 
PI3Kɣ que está associada à hipertrofia patológica [71-76]. 
Posteriormente, diversos estudos comprovaram os achados de 
Sadoshima (1993) e demonstraram que a ANGII e o AT1 participam no 
desenvolvimento da hipertrofia cardíaca patológica com aumento de fibrose [77], 
[78-82] e disfunção diastólica [77]. 
Recentemente foi descoberto que a via alternativa do RAS tem efeitos 
cardioprotetores que contrabalanceiam os efeitos da via clássica (ANG-II/AT1), 
como por exemplo: atenuam a hipertrofia cardíaca patológica [83-88], o estresse 
oxidativo [89], a proliferação celular [83] e a apoptose [90]. Por outro lado, animais 
que sofreram deleção do receptor da angiotensina 1-7 (MAS) tiveram maior 
disfunção cardíaca e aumento de colágeno do tipo I e III e fibronectina [91]. 
O MAS também é um receptor acoplado à proteína G com sete domínios 
transmembrana. No entanto, seu principal papel parece ser no controle da 
resposta induzida pelo AT1. Este mecanismo está associado a uma interação 
receptor-receptor, que inibe a ação da ANGII sobre o AT1 [92]. 
O sistema renina-angiotensina (RAS) é o principal mecanismo 
vasoconstritor fisiológico, o eixo clássico é caracterizado pela interação da 
angiotensina II com receptor AT1 e tem papel fundamental na hipertrofia 
cardíaca patológica. Antagonicamente, o eixo alternativo, classificado pela 
ação da angiotensina 1-7 sobre o receptor MAS, gera vasodilatação, ação 
antifibrótica, antiproliferativa e anti-inflamatória. Este mecanismo parece ter 
importante papel no desenvolvimento da hipertrofia fisiológica. 
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2. JUSTIFICATIVA: 
 
Compreender os mecanismos envolvidos na hipertrofia cardíaca e em 
especial na diferenciação dos processos que levam ao fenótipo fisiológico ou 
patológico é passo essencial para que se desenvolvam estratégias protetoras 
e/ou terapêuticas que visem evitar o desenvolvimento e a progressão da 
hipertrofia patológica e da insuficiência cardíaca. 
A sobrecarga hemodinâmica transitória imposta pelo exercício ao 
sistema cardiovascular tem importante participação no equilíbrio entre as vias, 
diminuindo o efeito do eixo clássico, que é ativado através de sobrecarga 
hemodinâmica persistente, sendo associada ao desenvolvimento de hipertrofia 
cardíaca fisiológica. Sugerimos que altos volumes de treinamento submeterão 
o sistema cardiovascular a uma sobrecarga hemodinâmica mais prolongada e, 
portanto, poderá causar maior ação do eixo clássico do sistema renina-
angiotensina, o que poderia resultar em modificação do fenótipo da hipertrofia 
cardíaca fisiológica para patológica. 
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3. HIPÓTESE 
A hipertrofia cardíaca fisiológica resultante de um programa de natação 
de intensidade e volume moderados sofrerá uma mudança para fenótipo 
patológico com aumento de volumes e intensidade, caracterizado por 
alterações dos níveis de ANGII, ANG 1-7, AT1 e MAS e ativação de genes 
fetais.  
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4. OBJETIVO 
4.1. Objetivo Principal 
 
Avaliar o eixo clássico (ANGII/AT1) e alternativo (ANG1-7/MAS) do 
sistema renina-angiotensina em músculo cardíaco de camundongos 
submetidos ao exercício em diferentes volumes e cargas de treinamento 
durante o desenvolvimento da hipertrofia cardíaca. 
 
 
4.2. Objetivos específicos 
 
• Quantificar a hipertrofia cardíaca por meio do índice de hipertrofia 
cardíaca (peso do ventrículo esquerdo/comprimento da tíbia); 
• Avaliar fibrose por meio da técnica de tricrômio de masson; 
• Quantificar os peptídeos ANGI, ANGII, ANG1-7 em tecido 
cardíaco por HPLC; 
• Avaliar a expressão proteica dos receptores AT1 e MAS por 
Western Blotting; 
• Avaliar a expressão dos Genes Fetais α-MHC, β-MHC e ANP por 
PCR em tempo real. 
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ABSTRACT 
Exercise promotes physiological cardiac hypertrophy and induces the activation 
of the renin angiotensin system (RAS), which plays an important role in cardiac 
physiology, both through the classical axis – represented by the angiotensin II 
receptor type 1 (AT1) activated by angiotensin II (ANG II) – and the alternative 
axis – which is activated by the angiotensin 1-7 interaction with the MAS 
receptor. However, very intense exercise protocols could have deleterious 
effects on the cardiovascular system. In this context, we aimed to analyze the 
cardiac hypertrophy phenotype, as well as the classical (ANGII/AT1) and 
alternative (ANG1-7/MAS) RAS axes, in the myocardium of mice submitted to 
varying volume and intensity swimming exercises for the development of 
cardiac hypertrophy. To this end, male balb/c mice were divided into three 
groups: (I) sedentary (SED), (II) swimming twice a day (T2) without overload, 
and (III) swimming three times a day with a 2% body weight overload (T3), 
totaling six weeks of training. Both training groups developed cardiac 
hypertrophy. Interestingly, we observed an increase in MAS receptor levels only 
in group T2, while AT1 levels increased only in group T3. However, no change 
was observed regarding the levels of angiotensin peptides ANG-I, ANG-II, and 
ANG1-7, in either group. In addition, group T3 displayed a higher expression of 
myosin heavy chain-β (MHC-β) and lower expression levels of the alpha isoform 
(MHC-α). Fibrosis was not observed in any of the groups. In conclusion, our 
results suggest that both exercise protocols promoted a similar cardiac 
hypertrophy phenotype, but the protocol applying increased volume and 
intensity resulted in differential activation of RAS receptors and fetal gene 
reactivation. Studies applying longer duration protocols could elucidate if these 
changes represent early activation of mechanisms related to hypertrophy 
development with phenotypic pathological characteristics. 
 
KEYWORDS: renin angiotensin system, cardiac hypertrophy, exercise. 
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6.1.INTRODUCTION 
 
Cardiac hypertrophy is an adaptive process in response to hemodynamic 
overloads in the heart [1, 2] and is characterized by a number of biochemical, 
metabolic, molecular, functional, and structural changes [3, 4]. Adaptive or 
physiological cardiac hypertrophy may occur transiently, due to gestation or 
exercise, promoting heart mass increases, either preserving or improving 
cardiac function. On the other hand, pathological stimuli inflict long-term 
hemodynamic overloads, leading to permanent cardiac remodeling, which is 
associated to rhythm disturbances, fibrotic tissue deposition, diastolic 
dysfunction, reduction of the fractional shortening and progression to heart 
failure (HF) [5], the leading cause of cardiovascular mortality [6-8].  
The renin-angiotensin system (RAS) is a peptidergic system that plays 
an important role in cardiovascular homeostasis [9, 10] and is divided into two 
main axis: the classical pathway, controlled by the angiotensin II peptide 
(ANGII) and AT1 receptor (AT1), and the alternative axis, controlled by the 
angiotensin 1-7 peptide (ANG1-7) and MAS receptor (MAS) [10]. Angiotensin-II 
binding to the AT1 receptor triggers a range of effects, including high blood 
pressure, aldosterone synthesis stimulation [11], vasoconstriction, fibrosis, cell 
proliferation, oxidative stress and inflammation [10]. In contrast, the activation of 
the MAS receptor by ANG1-7 binding counteracts the effects of the ANGII/AT1 
axis by inducing vasodilation, as well as antifibrotic, antiproliferative and anti-
inflammatory effects [10].  
Transient hemodynamic overload on the cardiovascular system due to 
exercise has a marked influence on the RAS activation, reducing the classical 
pathway (ANGII/AT1) and enhancing the alternative axis (ANG1-7/MASR) [10]. 
These changes are opposed to those observed in conditions associated to 
pathological cardiac hypertrophy [10]. However, it has been discussed whether 
very intense exercise could lead to deleterious effects to the cardiovascular 
system [12]. If so, a protocol comprising increased volume and intensity training 
could trigger changes in molecular mechanisms, promoting the activation of 
pathological processes, and could even result in pathological findings within the 
hypertrophied myocardium. In this context, we aimed to compare two swimming 
training protocols (one regular protocol and one applying increased volume and 
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intensity) to evaluate the implications of increased volume and intensity training 
on the cardiac hypertrophy phenotype and associated mechanisms, focusing on 
the classical and alternative RAS axes. 
 
 
6.2. MATERIAL AND METHODS 
 
6.2.1. Animals and experimental protocol 
 
Thirty-three 8-week-old male balb/c mice were randomized into three 
experimental swimming training groups, using the WinPepi software (Version 
11.48): sedentary (SED) (n = 7), that trained for 5 minutes, twice a week for 
seven weeks; trained 2x (T2) (n = 13) in 90-minute sessions, twice a day for 
seven weeks; and trained 3x (T3) (n = 13) in 90-minute sessions, three times a 
day, with a 2% total body weight load, for seven weeks. The first training week 
was used for exercise adaptation (Supplementary Fig. 1).  
All animals were kept in specific mice cages (3-4 animals/cage) with 
standard balanced rodent chow and water ad libitum, in the Animal 
Experimentation Unit (UEA) at the Experimental Research Center of the Porto 
Alegre Hospital de Clínicas, under a 12-hour photoperiod (07:00/19:00h), 
controlled temperature of 22 ± 2 °C and 40-60% relative air humidity. 
The protocol was carried out in accordance to the Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals[13] and the ARRIVE guideline[14] and was 
approved by the Ethics Committee on Animal Use from the Porto Alegre 
Hospital de Clínicas (CEUA/HCPA) and registered under number 15-0303. 
 
6.2.2. Exercise adaptation - Aerobic Capacity Assessment  
 
Aerobic capacity was assessed by increases in lactate levels after the 
swimming exercise test with a constant load of 8% body weight for 10 minutes. 
The exercise test was performed at the beginning and at the end of the 7-week 
training protocol, in order to evaluate animal adaptation to the exercise.  
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Briefly, blood (10 µL) was collected from a tail incision with a cannula 
previously rinsed with 1% sodium fluoride and subsequently diluted 1:2 in 1% 
sodium fluoride. Lactate concentrations were measured by adding 25 µL of the 
sample to a YSI 1500 SPORT lactate enzyme analyzer. The value determined 
by the equipment was corrected by the dilution factor (3x) and expressed as 
mmol of lactate/L of blood. 
Two blood collections were performed: (I) before the exercise test and 
(II) after the exercise test. 
 
6.2.3. Euthanasia and tissue collection 
 
The animals were euthanized by deep anesthesia (12% isoflurane), 24 
hours after the last exercise session. Immediately after euthanasia, the heart 
was removed and weighed, and the atria and ventricles were excised and 
weighed separately. Subsequently, the left ventricle (LV) was sectioned into 
three portions: the first, frozen immediately in liquid nitrogen and then stored at -
80 °C; the second, incubated in RNA later solution for 24 h and then stored at -
80 °C; and the third, immersed in 10 % buffered formalin for 24 h and then fixed 
in paraffin. The right hind paws of the animals were also collected and stored in 
a buffered formalin solution (10%) for X-ray analyses to assess tibia size, 
determined using the Image J 1.45s software, in order to calculate cardiac 
hypertrophy index (LV weight/tibial length). 
 
6.2.4. Cardiomyocyte Fibrosis 
 
Left Ventricle fibrosis was assessed by Masson’s trichrome method [15, 
16] with adaptations, as follows: briefly, left ventricle sections were 
deparaffinized with xylol, ethanol and water. The cellular nuclei were then 
stained after incubation for 1 h in a Boiun solution (Picric acid, formalin, and 
acetic acid at a 75:25:5 ratio, respectively) followed by incubation with 1 % 
hematoxylin in 95 % ethanol. The background was reduced by water washing. 
The cytoplasms were then stained with Briebrich fucsin (Briebrich scarlate 1%; 
acidic fucsin and acetic acid, at a 90:10:1 ratio, respectively) and, finally, the 
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interstitial collagen was stained after incubation with 2.5% phosphomolybdic 
acid and 2.5% phosphotungstic acid, followed by incubation with 2.5% aniline 
blue in 2% acetic acid. The slides were the washed in distillated water, dried 
and mounted accordingly.  
Each slide had four random microscopic fields photographed using a 
light microscopy (200 x magnification) assisted by the Q Capture v.2.81.0 
software, (Q Imaging Co., CA). Fibrosis was quantified using the color 
deconvolution plug-in of the Image J 1.45s software (n=7-13 per group). 
Fibrosis intensity was calculated according to the formula: f=255−I, where f is 
final blue intensity and I is the mean blue intensity, varying from 0 (dark blue, 
highest expression) to 255 (white, no expression). All histological analyses were 
performed by two blinded and independent investigators. 
 
6.2.5. Angiotensin Quantification 
 
Left ventricle samples were weighed and homogenized (1:9) in 50 mM 
Tris/HCl buffer pH 7.5, containing 1% triton X-100, 1 mM phenylmethylsulphonyl 
fluoride, 5 mM sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate and SigmaFast 
protease inhibitor cocktail (1 tablet/100 mL – Sigma Aldrich) and then 
centrifuged (10.000xg, 4 °C, 20 min). The collected supernatants were then 
filtered through a C18 classic cartridge (Waters, USA), previously activated with 
methanol (5 mL), tetrahydrofuran (5 mL), hexane (5 mL), methanol (5 mL), and 
water (10 mL). Samples were then loaded onto the columns (100-500 µL 
sample), washed with water and eluted with ethanol/acetic acid/water at a 
90%/4%/6% ratio, respectively. The eluted fractions were dried under a nitrogen 
flow and ressuspended in 100 µL of mobile phase A (5% acetonitrile in 0.1% 
orthophosphoricacid, pH 3.00) and filtered through 0.22 µm centrifuge filters 
(CLS8160, Sigma-Aldrich, USA) before the HPLC analyses (Shimadzu System, 
Japan). 
Angiotensin peptides of each sample were separated on a reversed 
phase ODS Aquapor 300 column (250×4.6 mm), 7 µ (PerkinElmer's Browlee 
Columns, USA) using a gradient ranging from 5 to 37% of mobile phase B (95% 
acetonitrile in 0.1% phosphoric acid) at a 1.5 mL.min−1 flow for 80 minutes. The 
angiotensins were identified by comparisons to the retention time of standard 
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angiotensins (Ang I – H-1680.0025; Ang II – 1705.0025; Ang 1-7 – 1715.0025 - 
Bachem - USA). Results were expressed as nmol/g of LV. 
 
6.2.6. Angiotensin Receptor Analysis 
 
Samples were homogenized as described above and immediately 
centrifuged (10.000xg, 4 °C, 20 min). The supernatants were collected and 
protein concentrations were determined by the Bradford method [17]. Samples 
were diluted in 0.1 M Tris, 6.8 pH, to achieve final protein concentrations of 4 
µg/µL in Laemmli buffer (250 mM Tris, 8% SDS, 40% glycerol, 0.008% 
bromophenol blue, pH 6.8 and 20% β-mercaptoethanol). They were then 
heated at 70°C for 10 min and 50 µg of total protein were loaded on SDS-PAGE 
(12%) gels and run for 60 min, first at 50V, and then for 90 min at 120V. The 
proteins in the gel were then transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) 
membranes (Millipore Corporation, Inc., Billerica, MA) using a transfer buffer 
(48 mM Tris, pH 9-9.3, 39 mM glycine, 20% methanol) on a semi-dry system 
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA) for 30 min at 260 mA. The 
membranes were stained with Comassie Blue and the molecular weights of the 
proteins were determined by comparison to standard molecular weights 
(1610374, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA).  
The membranes were then blocked for 1 h (5% nonfat milk) with TTBS 
buffer (100 ml TBS 10x, 0.1% Tween 20, 800mL deionized water) followed by 
overnight incubation at 4 °C with the primary antibody diluted in TTBS buffer 
with 5 % non-fat milk at an AT1 (1:1000) (c-1173-G); MAS (1:1000) (sc-135063) 
ratio (Santa Cruz Biotechnology Inc, USA). After incubation, membranes were 
washed 3 times with TTBS and incubated with anti-rabbit (IgG) secondary goat 
antibody conjugated to horseradish peroxidase (1:1000) (Cod.7074s - Cell 
Signaling Technology). Chemiluminescent detection was performed using the 
Immobilon Western kit (Millipore Corporation, Inc., Billerica, MA) and the 
membranes were then exposed to a digital image acquisition system (L-Pix 
Chemi Molecular Imaging, Loccus Biotecnologia, Cotia, São Paulo, Brazil). The 
densitometry of the protein bands was quantified using the free software 
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ImageJ K 1.45. Results were expressed as arbitrary units (%A.U.) using the 
receptor densitometry by comassie blue densitometry ratio. 
 
6.2.7. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 
 
Total RNA was isolated from 26 mg LV applying the Trizol/Chloroform 
method as described by the manufacturer (Life Technologies/USA). Briefly, LV 
sections were homogenized in a Trizol solution (1:9), centrifuged at 12,000 x g, 
4 ºC for 10 min, and the supernatants were then collected and mixed with 
chloroform (half volume of Trizol used for each sample) and centrifuged in same 
conditions. The RNA-enriched supernatants were precipitated in 100% 
isopropanol, washed with cold ethanol 75%, then dried and ressuspended in 
distilled water. The RNA concentrations of the samples were measured using 
the 260/280nm ratio (NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer – Thermo Fisher 
Scientific, USA) and mRNA integrity was assessed by ribossomal RNA analysis 
using an RNA ScreenTape electrophoresis assay (4200 Tapestation System, 
Agilent Technologies, USA).  
Double-strand cDNA was synthesized from total RNA using a High 
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Inc., Foster, 
CA), according to the manufacturer’s instructions. RT-qPCR runs were 
performed on a 7500 Real-time PCR System, using TaqMan gene expression 
assays (Applied Biosystems Inc., Foster, CA), also following the manufacturer’s 
instructions. Gene expression was normalized by the glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase gene (GAPDH); assay number 4352339E. NPPA, 
Myh6 and Myh7 gene expressions were also measured (Applied Biosystems 
Inc., Foster, CA, assay numbers (MM01255747_g1, MM00440359_m1, 
MM01319006_g1). The efficacy of the primers was tested in RT-qPCR 
reactions, and were close to 100%. Thus, the 2–∆∆Ct formula could be applied to 
calculate relative gene expression [18]. 
 
6.2.8. Statistical analyses  
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Data are expressed as means and standard deviation or as medians and 
interquartile ranges. The statistical analyses were performed using one-way and 
two-way ANOVA tests, followed by the Bonferroni post-hoc test. The level of 
significance was set at 5%. 
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6.5. CONCLUSIONS 
 
In conclusion, our results suggest that increased exercise volume and 
intensity promote a similar cardiac hypertrophy phenotype when compared to 
usual physiological cardiac hypertrophy protocols. However, the more intense 
and frequent protocol favored the activation of the RAS classical axis and fetal 
genes, which may represent early mechanisms in the transition to a more 
pathological process. Studies applying more prolonged protocols are needed in 
order to confirm these findings.  
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8. CONCLUSÃO: 
Em conclusão, nossos resultados sugerem que o aumento de volume e 
intensidade do exercício, promoveu um fenótipo de hipertrofia cardíaca 
semelhante entre os grupos treinados No entanto, o protocolo de maior 
intensidade e volume favoreceu a ativação do eixo clássico RAS e genes fetais, 
o que pode representar o início de mecanismos envolvidos na transição para 
um processo mais patológico. Estudos que aplicam protocolos mais 
prolongados são necessários para confirmar esses achados. 
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9. PERSPECTIVAS: 
O protocolo de maior intensidade/volume evidenciou uma modesta 
modificação da β-MHC e um aumento da expressão do receptor AT1 no grupo 
T3. Neste contexto, pretendemos avaliar as futuras vias de sinalização 
intracelular ativadas pelo receptor AT1 como uma proteína G e uma β-
arrestina.  
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